Engineering HIV envelope protein to activate germline B cell receptors of broadly neutralizing anti-CD4 binding site antibodies by McGuire, Andrew T. et al.
JEM S1
T
h
e
 J
o
u
r
n
a
l 
o
f 
E
x
p
e
r
im
e
n
t
a
l 
M
e
d
ic
in
e
SUPPLEMENTAL FIGURES
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Figure S1. Amino acid alignment of the germline-reverted antibody heavy and light chains. Amino acid sequences were reported previously 
(Scheid et al., 2011). Indicates identity to VH1-2*02 (heavy chain) or identity to germline NIH45-46 (light chain).
Table S1. Characteristics of ‘VRC01’ class antibodies 
The amino acid sequences of the mature and germline antibodies were reported previously (Scheid et al., 2011; Wu et al., 2010). 
Antibody VH 
 
VL % AA divergence 
from VH germline 
% AA divergence 
from VL germline 
 
IGHV IGK/LV K/LJ 
NIH 45-46 1-2 VK3-11 KJ2 39.8 26.1 
3BNC60 1-2 VK1D-33 KJ3 378 23.9 
12A21 1-2 VK1D-33 KJ3 29.6 22.7 
3BNC117 1-2 VK1D-33 KJ3 33.7 20.5 
Table S2. IgG binding to recombinant Env proteins  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Results obtained by ELISA as discussed in the Methods section. *indicates Envs that were tested by direct adsorption ELISA, the 
remaining Envs were tested by capture ELISA.  % Coverage was determined by dividing the number of HIV Envs recognized by 
each antibody by the total number of HIV Envs tested (including the SF162-D368R gp120).  Patient 3 germline is the common 
germline of 3BNC60 and 3BNC117(Scheid et al., 2011). SF162ΔV1, SF162ΔV2 and SF162ΔV3 are gp140 Envs lacking the V1, V2 
or V3 variable regions. (t): trimeric gp140; (m): monomeric gp140.   
 
Envelope 
NIH 45-46 3BNC60 
Mat 
3BNC117 
Mat 
Patient 3 
Germ 
12A21 
Mat Germ Mat Germ 
Sivmac239 gp120* (--) (--) (--) (--) (--) (--) (--) 
C
la
d
e
 B
 
SF162-D368R gp120* (--) (--) (--) (--) (--) (--) (--) 
Consensus B  + (--) + + (--) + (--) 
SF162 gp140 (t)* + (--) + + (--) + (--) 
SF162V1 gp140  (t)* + (--) + + (--) (--) (--) 
SF162V2  gp140 (t)* + (--) + + (--) + (--) 
SF162 V3  gp140 (t)* + (--) + + (--) + (--) 
SF162P3 gp120* + (--) + + (--) (--) (--) 
HxB2  + (--) + + (--) + (--) 
YU2  + (--) + + (--) + (--) 
JRFL + (--) + + (--) + (--) 
JRCSF gp120* + (--) + + (--) + (--) 
Bal gp120* + (--) + + (--) + (--) 
ADA  + (--) + + (--) + (--) 
REJO  + (--) + + (--) + (--) 
PVO + (--) + + (--) + (--) 
TRO + (--) + + (--) + (--) 
TRJO  + (--) + + (--) + (--) 
WITO + (--) + + (--) + (--) 
RHPA + (--) + + (--) + (--) 
AC10  + (--) + + (--) + (--) 
QH0692  + (--) + + (--) + (--) 
C
la
d
e
 C
 
Consensus C gp120* + (--) + + (--) + (--) 
426c + (--) + + (--) + (--) 
823c  + (--) + + (--) (--) (--) 
DU422 (--) (--) (--) (--) (--) (--) (--) 
756c  + (--) + + (--) (--) (--) 
706c  + (--) + + (--) + (--) 
459c  + (--) + + (--) + (--) 
140c  (--) (--) (--) (--) (--) (--) (--) 
327C  + (--) + + (--) (--) (--) 
405c  + (--) + + (--) (--) (--) 
CAP45  (--) (--) + + (--) + (--) 
ZM249  + (--) + + (--) + (--) 
DU151 gp120* + (--) + (--) (--) (--) (--) 
C
la
d
e
 A
 
Consensus A1 gp120* (--) (--) + + (--) + (--) 
Q168a2 + (--) + + (--) + (--) 
Q461e2 + (--) + + (--) + (--) 
MJ613gp120 * (--) (--) + + (--) + (--) 
Q769h7 + (--) + + (--) + (--) 
Q259d2 + (--) + + (--) + (--) 
C
la
d
e
  
A
/E
 A244 gp120* + (--) + + (--) + (--) 
A244 gp140* + (--) + + (--) + (--) 
% Coverage 85.7 0 92.8 90.4 0  76.2 0 
Table S3. Binding kinetics of mature and germline NIH 45-46 IgG to trimeric 426c 
Env gp140 variants 
MAb Envelope Apparent 
KD (M) 
kon(1/Ms) kon error koff (1/s) koff error 
N
IH
 4
5
-4
6
 M
a
tu
re
 
WT 1.06 x 10
-8
 5.35 X 10
3
 2.0 X 10
2
 5.82 X 10
-5
 1.10 X 10
-5
 
N460.N463D 1.91 X 10
-9
 1.7 X 10
4
 3.7 X 10
2
 2.84 X 10
-5
 1.21 X 10
-5
 
N276D 
3.66 X 10
-9
 
 
2.16 X 10
4
 
 
8.53 X 10
2
 
 
5.98 X 10
-5
 
 
1.34 X 10
-5
 
 
N276D.N460D.N463D 1.83 X 10
-11
 5.73 X 10
4
 1.65 X 10
3
 1.26 X 10
-6
 1.41 X 10
-5
 
N
IH
 4
5
-4
6
 
G
e
rm
li
n
e
 
WT N/A N/A N/A N/A N/A 
N460.N463D N/A N/A N/A N/A N/A 
N276D 6.93 X 10
-7
 5.86 X 10
2
 4.26 X 10
2
 3.36 X 10
-4
 2.15 X 10
-4
 
N276D.N460D.N463D 4.6 X 10
-8
 9.87 X 10
3
 4.95 X 10
2
 2.44 X 10
-4
 1.24 X 10
-6
 
V
R
C
0
1
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WT N/A N/A N/A N/A N/A 
N460.N463D N/A N/A N/A N/A N/A 
N276D 2.98 X 10
-8
 6.6 X 10
3
 1.61 X 10
2
 1.71 X 10
-4
 1.02 X 10
-5
 
N276D.N460D.N463D 4.72 X 10
-9
 5.51 X 10
4
 1.5 X 10
3
 2.06 X 10
-4
 1.45 X 10
-6
 
 
The binding of the indicated trimeric gp140 Envs to either the indicated IgG was monitored by BLI. N/A: binding was undetectable. 
 
Restoring germline anti-HIV antibody binding | McGuire et al.S2
SUPPLEMENTAL REFERENCES
Scheid, J.F., H. Mouquet, B. Ueberheide, R. Diskin, F. Klein, T.Y. Oliveira, J. Pietzsch, D. Fenyo, A. Abadir, K. Velinzon, et al. 2011. Sequence and struc-
tural convergence of broad and potent HIV antibodies that mimic CD4 binding. Science. 333:1633–1637. http://dx.doi.org/10.1126/science.1207227
Wu, X., Z.Y. Yang, Y. Li, C.M. Hogerkorp, W.R. Schief, M.S. Seaman, T. Zhou, S.D. Schmidt, L. Wu, L. Xu, et al. 2010. Rational design of envelope 
identifies broadly neutralizing human monoclonal antibodies to HIV-1. Science. 329:856–861. http://dx.doi.org/10.1126/science.1187659
